FERMENTASYON
MIKROBIYOLOJiSI




PROPIYONIK ASIT BAKTERILERI

* Propionibacteriaceae familyasina dahil dizensiz
sekilli, hareketsiz, sporsuz, gram pozitif, kokoid veya
cubuk seklinde bakterilerdir.

* Bu familya icinde sadece Propionibacterium cinsi
gidalarda onemlidir. Bu cins sit trdnlerinde 6zellikle
peynirlerde 6nem taSir ve 11 tlrd mevcuttur.
Katalaz pozitif ve oksijene toleransli anaerobik

bakterilerdir.

*Propionibacterium cinsi bakteriler

karbonhidratlardan yuksek oranda propiyonik asit,
asetik asit ve CO,, daha az oranda ise izovalerik,

suksinik, formik ve laktik asit Gretirler.




P.freudenreichii ssp.shermanii




PROPIYONIK ASIT BAKTERILERI

* Optimum geI|§me sicaklhklari 30°C ve optimum
geligme pH'lari ise 6,0-7,0 arasindadir. Propiyonik
asit bakterilerinin cogu laktik asidi fermente ederek
propiyonik asit, asetik asit ve CO, Uretirler.

* [svicre tipi peynirlerde (Emmenta ve Gruyere)
P.freudenreichii ssp.shermanii laktik asidi fermente
ederek gaz Uretir, peynirde gozenek oluSturur ve
lezzeti olumlu yonde etkiler.

* Bazi turleri gri, pembe, kirmizi, sari ve turuncu
pigment oluSturur. Pigment Ureten tlrler peynirde
istenmeyen renk oluSsumuna neden olur.







ASETIK ASIT BAKTERILERI

* Asetik asit bakterileri Pseudomonadaceae
familyasina dahil, gram negatif, katalaz pozitif,
hareketli, mutlak aerobik, kavisli ¢cubuk Seklinde
bakterilerdir.

* Acetobacter ve Gluconobacter cinsi bakteriler ¢eSitli
organik bileSikleri, organik asitlere okside ederler ve
endustriyel fermentasyonla sirke Udretiminde
kullanilirlar.




ASETIK ASIT BAKTERILERI

* Tabiatta oldukg¢a yaygin Sekilde bulunurlar 6zellikle
alkol fermentasyonunun gerceklestigi bitkilerde
daha yaygindirlar.

* Sirke bakterileri olarak bilinen Acetobacter aceti ve
A.xylinum laktik asit bakterilerinin tam tersine
aerobik ve oksidatif bakterilerdir.

* Bu bakteriler etil alkoli oksijenli ortamda asetik
aside donusturarler.




Acetobacter aceti




FERMENTASYONDA ROL OYNAYAN MAYALAR

* Mayalar fermentasyon teknolojisinde kullanilan
mikroorganizmalar arasinda onemli bir grubu
olustururlar. Alkol ve CO, ureten fermentatif
mayalardan en 6nemlileri ekmek, bira ve Sarap gibi
Urdnlerin Gretiminde rol oynarlar.

* Mavyalarin bir kismi mutlak aerobik
mikroorganizmalar olup bu mayalar film mayalari
veya oksidatif mayalar olarak tanimlanir.

* Ascomycetes sinifina dahil spor oluSturan mayalar
endustriyel 6neme sahip pek cok maya cinsini Igine
alirlar. Bu cinslerden biri de Saccharomyces’dir.




FERMENTASYONDA ROL OYNAYAN MAYALAR

* Ekmek, bira ve Sarap uretiminde kullanilan mayalar
Saccharomyces cinsine ait turlerdir (Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces carlbergensis.
Saccharomyces cerevisiae subsp. ellipsoides).

* Kimiz ve kefir kulturinde Candida pseudotropicalis
(C.kefyr veya Torula kefyr), Kluyveromyces
marxianus, Torula koumiss ve Saccharomyces lactis
gibi laktozu fermente eden mayalar bulunmaktadir.




Saccharomyces cerevisiae




FERMENTASYONDA ROL OYNAYAN KUFLER

* Rokfor (Roquefort), Kamamber (Camembert) gibi
peynirlerin ve soya sosu, tempe gibi gidalarin
Uretiminde bazi kifler rol oynamaktadir.

* Gida sanayiinde fermente gidalarin Uretiminde rol
oynayan iki onemli cins (Aspergillus ve Penicillium)
vardir. Bu cinsler disinda Rhizopus gibi bazi kuf
cinsleri de c¢esSitli gidalarin Uretiminde
kullanilmaktadir.




FERMENTASYONDA ROL OYNAYAN KUFLER

« Ozellikle fermente peynir cesitlerinin Uretimin
Penicillium camemberti, P.roqueforti, P.gorgonzol
P.slilton, Mucor rasmusen, Aspergillus oryzae, Geotrich
candidum gibi kuf tarleri kullanilmaktadir.

* Bunlarin disinda tempe, soya sosu, miso, gari v.b. g
UzakdoQu Ulkelerine o6zgi bitkisel fermente gidala
uretiminde yukarida s6ziu edilen kuf turlerinden bazilari
vaninda Aspergillus oryzae, Rhizopus oligosporus gibi kufl
de kullanilmaktadir.
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Penicillium roqueforti







STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Fermente Urunlerin Uretiminde kullanilan

mikroorganizmalar hammaddeye saf ya da kariSik
kalttr olarak ilave edilir.

* Fermentasyonda rol oynayan mikroorganizmalarin
tabii olarak hammaddede yeterli dlizeyde
bulundugu gidalarda fermentasyon starter kiltir

ilave edilmeden spontan fermentasyonla
gerceklestirilir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Fermentasyon isleminin saghkh bir sekilde
gerceklesebilmesi, dolayisiyla arzu edilen kalitede
bir fermente Uridnun Uretilebilmesi kullanilan starter
kalturlerin safligina, aktivitesine ve hammaddede
antibiyotik veya bakteriyofaj gibi inhibitorler
bulunmamasina baghdir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Fermente gidalarin tretiminde kullanilan kulturler;

Hammadede arzu edilen degisimlere neden olabilen,
herhangi bir kontaminant ihtiva etmeyen stabil kiltarler
olmalidir.

Starter kultirlerin tazelenmesi ve canliliginin
surdarulebilmesi amaciyla belli periyotlarla yeni besi
verine vyapilan pasajlar veya transferler kualtirun
ozelliklerinde arzu edilmeyen bazi degisikliklere neden
olabilmektedir.

Fermente uridnlerin Uretiminde kullanilabilecek 6zelliklere
sahip bir kiltdrin stoklama periyodu boyunca s6z konusu
karakteristiklerinden herhangi birini kaybetmeksizin saf ve
aktif bir sekilde korunmasi ve saklanmasi gerekmektedir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Bu amacla kaltir, stok kultirden uygun bir besi
ortamina ekim yapilarak maksimum geliSme fazina
ulasincaya kadar inkube edildikten sonra

gelismenin 6nlenebilecegi dusuk sicakliklarda
muhafaza edilir.

* Starter kulturlerin direkt uretimde kullanilabilecek
seklinin hazirlanabilmesi i¢cin dncelikle stok
kiltirden kualttrler hazirlanir:




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

Ana kultdr: Ticari kalturlerden kiguk hacimlerde gunlik
hazirlanan ve isletmede kullanilacak starterin kaynagini
oluSturacak kalturlerdir.

Ana kultirden ara kultdr: Ana kiltirden site aSilanacak
bulk starteri olusturmak Uzere kademeli olarak giderek
artan hacimlerde uretilen kalturlerdir.

Ara kultirden de bulk kdltdr: Ara kdltdr hazirlama
basamaklarinin en son aSamasinda elde edilen ve
isletmede mamule islenecek hammaddeye (6r. site)
asilanmak Gzere hammadde miktarina bagl olarak belirli
miktarda hazirlanan kalturlerdir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

- Saghkh sartlarda uretilen aktif starter kulturlerin
hammaddeden ve c¢evreden kaynaklanabilecek bazi
inhibitorler tarafindan inhibisyonu da fermente sut
Urtinlerinin Udretiminde buyluk problemlere neden
olabilmektedir. Bunlar;

Dogal inhibitérler

Antibiyotikler

Bakteriyofajlar

Deterjan ve dezenfektan kalintilari

Lokositler,

insektisitler gibi cevre kaynakli bazi inhibitorler,

ugucu ve ucucu olmayan bazi bilesikler (yag asitleri, formik
asit, formaldehit, asetonitril, kloroform, eter).




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Ticari starterlerin stok kulturleri ¢ Sekilde Uretilmektedir:
1. Swvi kaltarler

2. Kurutulmus kaltarler:
Puskirtmeli kurutucuda kurutulmus konsantre olmayan kulturler

Dondurarak kurutulmus (liyofilize edilmiS) konsantre olmayan
kalturler

Dondurarak kurutulmus konsantre kultirler
3. Dondurulmus kultarler
-20°C'de dondurulmus konsantre olmayan kulturler

-40 ve -80°C'de dondurulmus konsantre kuiltirler
-196°C'de sivi azotla dondurulmus konsantre kultuirler




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* SIVI KULTURLER

* Sivi kaltarler, kisa mesafelerde veya 1 gln gibi kisa
sirede isletmeye ulasma imkaninin bulundugu
durumlarda pratik ve ekonomik olmasi nedeniyle
uygulama alani bulmuS olan ve bu durumdaki

iISletmelerde yaygin Sekilde kullanilan starter kultar
cesididir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* SIVI KULTURLER

* Sivi kaltarler isletmede uygun bir besi yerine
transfer edildikten sonra inkibasyona tabi tutularak
sivi formda, buzdolabinda depolanirlar.

. i§|etmede birkac gin gibi kisa bir stire saklanabilen
sivi kulturler sute ilave edilmeden dnce birkac kez
aSilanarak aktif hale getirilmelidir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Peynir Uretiminde kullanilan sivi kaltarlerin stoklanmasinda
iki degisik yontem uygulanmaktadir:

1. 0,1 mililitre aktif taze kdltur sterilize edilmis ve
sogutulmus 10 mililitre (genellikle yagsiz) sute inokile
edilir ve 4°C’de stoklanir.

2. Kiltir gozle gorilir bir pihti olusuncaya kadar inkiibe
edilir ve 4°C'de depolanir.

* Sivi kaltarler starter kultdr dretim noktalarina yakin
isletmeler igin ekonomik olmalarina karsin bakteriyofaj
bulasma ihtimali fazla kaltirlerdir. Bu tip kiltirlerin diger bir
dezavantaji ise karniSik kultirlerde bakteriler arasi oranin
cabuk bozulmasidir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

KURUTULMUS KULTURLER

Kurutulmus kaltarler
puskirtmeli kurutucuda kurutulmus kulttrler ve

dondurarak kurutulmus kultirler olmak Gzere iki ana
gruba ayrilmaktadir.

Bu kultirlerden dondurarak kurutulmus kultirlerin
konsantre formlari da uretilmektedir. Kurutulmus
kiltarlerde canli mikroorganizma orani %1-2 civarindadir.

Bu nedenle fermente drunlerin Uretiminde kurutulmus
starter kultarlerin kullanimi durumunda kalttrin maksimum
aktiviteye ulastirilabilmesi icin taze besi yerine birka¢ kez
transfer yapilmasi gerekmektedir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Plskurtmeli kurutucuda kurutulmus kiiltirlerle kiyaslandigin
dondurularak kurutulmus kiltirler her agidan daha sagl
sonuclar vermektedir.

* Dondurarak kurutulmus kaltirlerde canli mikroorganizma or
puaskidrtilerek kurutulmus kaltirlere kiyasla daha yuksektir.

* Ticari olarak duretilen ilk dondurarak kurutulmus kaltur
genellikle ¢ogaltma ve aktiflestirme islemleri uygulanmad
direkt olarak hammaddeye inokule edilemeyen kultlrlerdi. Da
sonralari direkt olarak Uuretimde kullanilabilecek aktivite
dondurarak kurutulmus kultarler Gretilmistir.

* Dondurma ve kurutma gibi iSlemler bakterilerin hi
membranina zarar verebilmektedir.



STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Starter kultlGrlere uygulanacak dondurma ve kurut
gibi iSlemlerden &nce ortama kultarian hic
membraninda meydana gelebilecek muhtem
herhangi bir zarari minimuma indirmek amaci
kriyojenik maddeler veya bileSikler ilave edilmelidir.

* Askorbik asit, monosodyum glutamat ve aspartam g
katki maddelerini, inositol, sorbitol, mannitol. gluk
sakkaroz, misir Surubu, maltoz, monosakkaritler ve
disakkaritler gibi kriyojenik maddeleri ihtiva eden
pH’s1 6,0-6,5 olan sitlu bir besi yeri kullanilmaktadir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Kurutma ve dondurma iSlemine karsi mikroorganizmalarin
canli kalma oranini ve canli mikroorganizma sayisini
etkileyen pek cok faktor s6z konusudur. Sit sanayiinde
kullanilan dondurarak kurutulmus starter kalturlerin canhhk
oranini etkileyen faktorler:

N

Mikroorganizmanin tipi, cinsi ve turld: Laktik asit bakterileri
dondurarak kurutma yontemiyle saklanabilmektedir. Ancak
L.bulgaricus ve L.helveticus dondurarak kurutma islemine karsi
hassas mikroorganizmalardir.

Mikroorganizmanin gelisme fazi: Lactobacillus bulgaricus,
Lactacoccus lactis subsp. cremoris mikrobiyal gelisme fazi dikkate
alindiginda durgunluk déneminin baginda (stationary phase), bu iki
tir disindaki diger starter kiltirler ise logaritmik cogalma
donemlerinin (exponential phase) son asamasinda dondurma ve
kurutma gibi islemlere karsi1 daha dayanikhdirlar.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

3. Besiyeri ve ortamdaki besin maddeleri: Dondurma ve kurut
gibi islemler 6ncesinde mikroorganizmanin gelistirild

besiyeri mikroorganizmanin bu iSlemlere karsi dayanikhl
agisindan 6nem taSimakta ve mikroorganizma cinsine goére
besiyerinin kompozisyonu degismektedir.

« Streptococcus thermophilus icin Na-malat ilave edilmis yag
sutun, Lactobacillus bulgaricus icin laktoz ve arginin hidroklo
solisyonunun, Leuconostoc spp. icin ise glutamik asitin koruyu
bir etkisi oldugu bildirilmektedir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Buna ilaveten kultur sispansiyonunun hazirlanacagi
ortamda adonitol ve gliseroliin varligi pek cok laktik
asit bakterisini dondurarak kurutma islemine karsi
korumaktadir.

* Dondurarak kurutma isleminden sonra kultlrin
aktiflestiriimesi amaciyla kullanilan besi yeri ve bu
besi yerinin kompozisyonu da ayrica canli
mikroorganizma oraninin maksimum duzeyde
tutulabilmesi agisindan dnem taSimaktadir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Buna ilaveten kultur sispansiyonunun hazirlanacagi
ortamda adonitol ve gliseroliin varligi pek cok laktik
asit bakterisini dondurarak kurutma islemine karsi
korumaktadir.

* Dondurarak kurutma isleminden sonra kultlrin
aktiflestiriimesi amaciyla kullanilan besi yeri ve bu
besi yerinin kompozisyonu da ayrica canli
mikroorganizma oraninin maksimum duzeyde
tutulabilmesi agisindan dnem taSimaktadir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Bu tip besi yerlerine ilave edilen bazi besin 6geleri
gerek besi yerini zenginleStirici, gerekse
mikroorganizmalari koruyucu ozellikleriyle
kurutulmus kultirdeki canli mikroorganizma oranini
maksimum dizeyde tutabilmektedir.

4. Ortamin pH'si: Besi ortaminin pH'sinin 5,0-6,0
arasinda olmasi kulturdeki canli mikroorganizma
oraninin maksimum dizeyde olmasini
saglamaktadir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

5. Nem: Kurutulmus kultirlerde nem orani %3’den az
olmalidir.

6. Dondurma, kurutma ve depolama sicakhgi: -20 ve
-30°C'de dondurulan, -10 ve -30°C'ler arasindaki
sicaklhiklarda kurutulan kdltdrler dondurarak
kurutulmus kalttrler arasinda maksimum bakteriyel
aktivite gosteren kaltarlerdir.

* Kurutulmus kdaltarlerin uzun sire stoklanmasi
durumunda ise 5-10°C arasindaki sicakliklarda depolama,
oda sicakhginda depolamaya kiyasla kultiirdeki canl
mikroorganizma sayisinin yliksek olmasina neden

olmaktadir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

7. Kiultird aktiflestirme sicakh@i: Dondurarak
kurutulmus laktik starter kaltirlerin canlilik orani ve

canli kalma sureleri uzerinde aktifleStirme
sicakliginin cok 6nemli bir etkisi vardir.

«  Aktiflestirme sicakhgi kilture uygulanan
dondurma ve  kurutma  gibi iSlemlerden zarar
gormusS hucrelerin hilcresel ribonukleotidlerinin
sizintisinda etkili olmaktadir.

*  Mezofilik ve termofilik laktik asit bakterilerinin
dondurarak kurutulmus kaltlrleri igin optimum
aktiflestirme sicakliginin 20°C oldugu ortaya
konmustur.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

« DONDURULMUS STARTER KULTURLER

* Dondurulmus kulturler -20°C'de dondurulmus, -40°C
ile -80°C arasindaki sicakliklarda dondurulmus ve
-196°C'de sivi azotta dondurulmus kultirler olmak
Uzere Uc¢ gruba ayrilmaktadir.

* Pratikte bu tip kultGrlerin hazirlanmasinda 10 ml
steril litmuslu sat (pH 6,6) 4°C'ye sogQutulduktan
sonra Uzerine 1 ml aktif kualtir ilave edilmekte ve

tipun agzi iyice kapatiimaktadir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Bu Sekilde hazirlanan starter kulturler derin
dondurucuda (-20°C) en az bir sene saklanabilmekte,
kullanilacagi zaman ilik su banyosunda cézildiikten
sonra 33°C’de 16-18 saat inkubasyona
birakilmaktadir.

* Daha sonra steril yeni bir litmuslu stite %1 oraninda
aSilama vyapilarak 25°C'de 2-3 gun inkube
edilmektedir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Bu sekilde soguk site asilandiktan sonra
dondurularak saklanan starter kultlrler uzun sure
aktivitelerini korurlar ve taze kaltur gibi gelisebilme
yetene@ini muhafaza ederler. Bu nedenle
dondurulmus kaltarler yaklasik 50 vyildan beri
kullaniimaktadir.

* Dondurulmus kdlturlerde aktivite kaybinin
engellenebilmesi ve dusik sicakh@in olu§turdugu
olumsuz etkinin ortadan kaldirilabilmesi icin bu
kaltarlerin hazirlandigi besiyeri ve ortamlara %10
yagsiz sut, %5 sakkaroz, taze krema, %0,9 sodyum
klorir veya %1 Jelatm ilave edllerek canli
mikroorganizma sayisinin azalmasi énlenir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Ayrica dondurulmus konsantre kiultirlere (bu
kiltirlerin bir ml’sinde 10''-10'? adet
mikroorganizma mevcuttur) sodyum sitrat, gliserol,
sodyum betagliserofosfat, maya ekstrakti, sakkaroz,
krema, steril yagsiz sit, pepton veya laktoz gibi
kriyojenik (veya kriyoprotektif) maddelerin ilave
edilmesi durumunda bazi mezofilik laktik asit
bakterilerinin, bazi Lactobacillus turlerinin ve

propiyonik asit bakterilerinin aktivitelerini daha iyi
koruduklari belirlenmistir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Dondurulmus kultdrlerin hazirlanmasinda
kullanilan besi yeri, ortamin ceSidi veya tipi,
ortama ilave edilen notralize edici maddeler ve/
veya kriyoprotektif maddeler kiltir aktivitesinin
korunmasinda en 6nemli rolt oynamaktadir.

* Bunlara ilaveten sit endustrisinde kullanilan
dondurulmus starter kulturlerin aktivitesini
etkileyen en onemli faktorlerden birisi de
dondurulmus kiiltiiriin ¢éziindiiriilme sicakhg ve
suresidir.

* Dondurulmus kulturlerin ¢ézundirilme
iISlemlerinin Uretici firmalarin tavsiyeleri
dogrultusunda yapilmasi gerekmektedir.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Sivi azotta -196°C gibi ¢ok dusuk sicakhklarda
dondurma iSlemi kaltar aktivitesinin korunmasi
acisindan en avantajli ydntemdir.

* Sivi azot yonteminde uygun bir besi ortaminda
gelistirilen starter kilturler logaritmik cogalma
doneminin sonunda 0zel separatérlerle ayrilarak
sutlin bir mililitresindeki mikroorganizma sayisi 10!
olacak sekilde steril sutle karistirilirlar.




STARTER KULTURLERIN SECIMI,
HAZIRLANMASI VE STOKLANMASI

* Bu sekilde hazirlanan standart kalttr once glikolle
2°C’'ye sogutulduktan sonra sivi azot icerisindeki
(-196°C) steril kutulara aseptik olarak doldurulur,
kapaklari kapatilarak ayni sartlarda stoklanirlar.

* Bu sekilde sivi azotla dondurulmus starterlerin
fajlara karSi dayanikli olmalari ve herhangi bir
asilamaya gerek olmadan dogrudan bulk starter
olarak site aSilanabilme imkani bulunmaktadir.

* Ancak yontemin maliyetinin yiksek olmasi ve sivi

azotun temin edilme glicligu gibi dezavantajlari da
s6z konusudur.




